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摘要 : 昆虫 GABA 受 体 (>y-aminobutyric acid receptor, GABAR ) 是 杀 虫 剂 的 重要 靶 标 之 一 。 本 研究 以 黑 腹 果 晶 
Drosophila melanogaster 整体 组 织 的 cDNA 作为 模板 , 采用 RT-PCR 技术 扩 增 了 黑 腹 果 蝇 GABA 受 体 LCCH3 亚 基 和 
GRD 亚 基 的 cDNA 序列 , 并 克隆 至 pET-32a 表达 载体 上 , 测序 结果 表明 获得 的 序列 与 基因 库 中 已 发 表 的 序列 一 致 
性 在 99% 以 上 , 无 移 码 突变 。 在 IPTG 的 诱导 下 ,LCCH3 基因 成 功 在 大 肠 杆菌 Escherichia coli 中 表达 , 而 GRD 基 
因 未 表达 。 通 过 包涵 体 洗涤 、 变 性 、Ni 一 亲 合 层 析 纯 化 、 稀 释 复 性 获得 纯化 的 重组 表达 的 LCCH3 和 蛋白, 并 用 圆 二 
色谱 测定 了 目标 蛋白 的 二 级 结构 ， 主 要 富 含 B 结构 。 该 研究 结果 为 研究 昆虫 GABAR 的 结构 和 功能 关系 提供 了 重 
要 的 参考 数据 。 
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Cloning, expression and identification of GRD and LCCH3 subunits of 


GABA receptor in Drosophila melanogaster 

ZHANG Xiao-Min, MA Cai-Xia, REN Tian-Rui'" , WANG Feng (The Key Laboratory of Resource 
Chemistry of Ministry of Education, College of Life and Environment Sciences, Shanghai Normal 
University, Shanghai 200234, China) 

Abstract: y-Aminobutyric acid receptor ( GABAR) is one of the most important insecticide targets. In 
this study, the fragments of genes of GRD and LCCH3 subunits in Drosophila melanogaster were amplified 
by RT-PCR and cloned into pET-32a expression vector. Homologous analysis showed that they have more 
than 99% identity with the published amino acid sequences of the homologous genes in GenBank, without 
frameshift mutation. The recombinant plasmids were transformed into Escherichia coli and expressed under 
IPTG induction. LCCH3 gene was expressed successfully, but GRD gene failed. The expressed LCCH3 
subunit was purified by the processes of inclusion body washing, denaturation, Ni^' affinity 
chromatography and renaturation. The secondary structure of LCCH3 subunit was determined by circular 
dichroism ( CD) spectroscopy, the result showed that this subunit was rich in -strand. The results 
provide important information for the study of relationship between the structure and function of GABA 
receptor. 
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y-A J] RZA ( y-aminobutyrie acid receptor, ZREN. APARER BRI RJ 
GABAR) 是 哺乳 动物 和 昆虫 神经 系统 中 主要 的 抑制 KAEH, 使 多 种 害虫 对 其 产生 了 抗 性 。 研 究 表 
性 神经 递 质 受 体 , 是 六 氯 环 烷 烃 ( 林 丹 ) (Llorens et BH, GABAR 的 不 敏感 性 在 昆虫 对 农药 的 抗 性 中 起 
al., 1992) ， 环 成 二 烯 ( 硫 丹 、 七 毛 ) 和 多 氧 坎 烷 ( 毒 ”主要 作用 ( 户 文才 等 ,2009 ) ， 因 此 深入 研究 昆虫 
杀 芬 ) (Gilbert and Mack, 1995) , 5g t Jii ( fipronil) GABAR 的 结构 是 进一步 明确 昆虫 对 环 成 二 烯 类 农 
( Ikeda et al., 2004) ,以 及 阿 维 菌 素 (Scott, 1989) 等 ”” 药 靶 标 抗 性 机 理 及 开发 高 效 新 农药 的 基础 。 
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本 研究 采用 分 子 生物 学 的 方法 来 分 离 昆 虫 中 的 
GABAR 亚 基 , 进而 研究 不 同 基因 编码 的 GABAR JF 
基 及 GABAR 的 结构 和 功能 。 昆 虫 GABA 受 体 类 似 
于 哺乳 动物 的 GABA, 受 体 , 均 是 由 5 个 50 kD 的 
亚 基 组 成 的 分 子 量 为 220 ~ 400 kD mH] 3E AER E 
( Mathews et al., 1994) 。 对 于 昆虫 GABAR 的 认识 
主要 来 自 模 式 昆 虫 果 蝇 。 到 目前 为 止 , 科 学 家 在 采 
晶体 内 只 鉴定 出 3 种 亚 基 。Ffrench-Constrant 等 
(1993a) 通过 cDNA 克隆 得 到 了 有 果 蝇 的 RDL 
( resistance to dieldrin), RDL 亚 基 存在 于 果 蝇 的 成 
忠和 胚胎 神经 系统 中 , 在 肌肉 中 不 存在 。 它 们 的 表 
达 模 式 表 明 RDL 在 GABA 的 突 触 传递 ,及 视觉 和 
嗅 党 过 程 中 起 作用 (Aronstein et al., 1996) 。 随 后 又 
克隆 出 GRD (RAK GABA 和 甘氨酸 受 体 ， 
GABA and glycine-like receptor of Drosophila ) 
( Harvey et al., 1994) 及 LCCH3 ( 配 体 门 控 毛 离子 通 
道 同 系 物 3, chloride 
homologue3) ( Henderson et al., 1993) 。 在 这 3 个 亚 
基 中 ,RDL 亚 基 是 研究 得 最 多 的 , Rie GABA 受 体 
亚 基 第 302 位 丙 氨 酸 突变 为 丝氨酸 ,从 而 产生 了 对 
IBN, 48282 «s Rl BJ ELTE ( Ffrench-Constant et al., 
1993b) 。 目 前 还 没有 发 现 LCCH3 和 GRD 亚 基 具 有 
CABAR 的 机 能 。 

国内 外 对 RDL 亚 基 研究 较 多 (Enel et al., 
2007; McGonigle and Lummis, 2009; Liu et al., 
2009; Nakao et al., 2011) , 但 对 于 GRD 和 LCCH3 
亚 基 基因 克隆 与 序列 分 析 鲜 见报 道 , 对 于 GRD 和 
LCCH3 亚 基 的 结构 研究 还 处 于 空 日 。 因 此 , 为 了 研 
究 这 些 亚 基 的 结构 与 功能 , 首先 需 克 隆 这 些 亚 基 的 
AED], 然后 将 其 在 体外 进行 表达 。 本 研究 以 黑 腹 果 
ba Drosophila melanogaster cDNA 为 模板 ， 采 用 RT- 
PCR 技术 扩 增 果 蝇 GABAR 的 LCCH3 亚 基 和 GRD 
亚 基 的 胞 外 区 和 跨 膜 区 的 序列 , 对 其 进行 克隆 和 序 
列 分 析 , 同时 进行 原核 表达 与 分 离 纯 化 研究 ， 以 获 
得 足够 数量 的 该 重 日 。 对 获得 的 重 日 进行 二 级 结构 
测定 ,以 期 为 昆虫 GABAR 的 天 然 亚 基 组 成 以 及 昆 
虫 对 GABAR 1/8] 2S Zi 888] HJ SUED PEDI 2E SS AE 
基础 。 


ligand-gated channel 


1 材料 与 方法 


1.1 ARRA 
AUBCRWS D. melanogaster 为 实验 室 饲养 品系 ， 
连续 35 代 未 接触 农药 , 由 上 海 农药 研究 所 提供 。 


幼虫 饲养 温度 25^C ， 相 对 温度 为 50% ~70% , 饲料 
由 100 g 获 皮 、1 g 奶粉 和 200 mL 水 拌 制 。 
1.2 主要 试剂 与 仪器 

总 RNA 提取 试剂 盒 TRIzol Reagent 和 DNase I 
Amplification Grade X Invitrogen 公司 产品 ; Wizard 
PCR DNA 纯化 试剂 盒 , pGEM-T Easy 载体 , 琼脂 糖 
为 Promega 公司 产品 ; PCR 引物 由 上 海 类 骏 生 物 技 
术 有 限 公 司 合 成 ，PCR 扩 增 仪 为 Perkin Elmer 
PE9600; 限制 性 内 切 酶 EcoR I, pfu DNA 聚合 酶 ， 
BamH [ Fi Hind lll 2j TaKaRa 公司 产品 ; Taq DNA 
RAON NEB 公司 产品 ，Access Quick TMRT-PCR 
试剂 盒 ，pPET-32a，BL21 为 Novagen 公司 产品 ; 
Super Lysis Solution 为 北京 拜 尔 迪生 物 技 术 公 司 产 
品 ， Ni 一 -NTA His Bind Resin 为 Qiagen 产品 , 异 丙 
基 -B-D- 硫 代 吡 喃 半 乳 糖苷 (IPTC ) X ERES E W 
撤 术 有 限 公司 产品 。 
1.3 总 RNA 的 提取 

选取 大 小 一 致 的 黑 腹 果 蝇 3 日 龄 幼虫 10 头 ， 
放 入 1 mL Trizol 变性 液 , 勺 浆 ,悬浮 液 用 氯仿 抽 提 ， 
加 入 适量 异 丙 醇 于 4Y 沉 洗 RNA, 1 mL LEESI 
iÉ, 室温 干燥 RNA 5 ~ 10 min。 用 适量 的 DEPC 处 
理 的 水 溶解 RNA, 测定 A/A E, $i P REZIUIR 
糖 凝 胶 对 总 RNA 含量 及 纯度 进行 精确 测定 。 
1.4 Ži cDNA 的 合成 

取 2 ug 总 RNA,， 1 pL 10 x Reaction Buffer, 
1 uL DNase I 和 适量 DEPC 处 理 的 水 , 室温 放置 15 
min 后 , 加 入 1 uL 25 mmol/L EDTA, 65C 温 育 15 
min, 然后 冰 上 冷却 1 min, 加 1 pL 10 umoLL 的 随 
机 引物 (AP)，70% 温 育 10 min, 冰 上 冷却 至 少 
1 min。 轻 微 离 心 后 依次 加 入 , 2 pL 10 x PCR 
Buffer, 2 uL 25 mmol/L MgCL, 1 nL 10 mmol/L 
dNTPs 和 2 uL 0.1 mol/L DTT, 1&5], 4°C 2 000 r/ 
min 离心 1 min。 于 427C HA 5 min 后 , 加 入 1 pL 
SuperScript I RT, 1E 5], F 42€ ji fj 50 min, F 
70C 温 育 15 min, 终止 反应 , 置 于 冰 上 。 离 心 收集 
反应 液 , 加 1 uL RNase H, 37% 温 育 20 min, 40 E: 
存 备 用 ，-20C 长 期 贮存 。 
1.5 引物 设计 与 PCR 扩 增 

PCR 引物 的 设计 : 由 上 海 英 骏 生物 技术 有 限 公 
司 设计 合成 。 分 别 在 上 下 游 引 物 的 5' m ds JI 
BamH I 和 Hind MAMAR. CRD 基因 的 引物 : 上 
游 引 物 5'-GGATCCTGGCTACACAACGTCGGATG-3' 
和 下 游 引 物 5'-AAGCTTACGGCAAACTGCAGGATTG- 
3’。LCCH3 基因 的 引物 : 上 游 引 物 5'-GGATCCCAG 
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CTACAATTGATTCGATGC3' 和 下游 引物 5- 
AAGCTTGCCGTTGCAGTTTGAATGAG-3', UJM A 
见 下 划 线 。 

PCR 反应 体系 为 :2 uL cDNA 产物 ,5 uL 10 x 
PCR Buffer, 3.6 uL 25 mmol/L MgCL, 1 uL 上 游 引 
97 (10 umol/L) ,1 pL 下 游 引 物 (10 umol/L) , 1 pL 
10 mmol/L dNTPs, 36 uL ddH,O, 0.5 uL Taq DNA 
Hec. D WARTE 94C 变性 5 min, 30 个 循环 
94C 45 s; 50C 1 min; 72C 1 min; 72'C 5 min, 
1.6 PCR 产物 的 克隆 与 测序 

PCR 产物 经 珠 脂 糖 凝 胶 电 泳 回收 和 DNA. 纯化 
试剂 盒 纯 化 后 , 克隆 于 pGEM-T Easy 载体 上 , 用 通 
用 引物 进行 序列 测定 , 所 有 测序 工作 均 由 上 海 英 骏 


生物 技术 有 限 公司 完成 。 
1.7 将 测序 正确 的 阳性 克隆 亚 克 隆 至 原核 表达 
载体 


将 测序 鉴定 正确 的 阳性 克隆 进行 双 酶 切 ， 对 于 
墨 腹 果 晶 CRD 和 LCCH3 基因 用 BamH I 和 Hind Il 
ESH, pET-32a 也 用 同样 的 酶 进行 双 酶 切 ， 分 别 
回收 这 4 种 酶 切 产 物 。 将 回收 后 的 GRD 和 LCCH3 
基因 与 酶 切 后 的 pET-32a 载体 用 TA 连接 酶 47 连 
接 过 夜 。 将 连接 产物 转化 感受 态 细胞 TOPIO, GRD 
和 LCCH3 AR ATER HJ EA LB 培养 基 上 筛选 
重组 子 。 

1.8 重组 绰 白 的 表达 及 检测 

分 别 将 测序 正确 的 GRD 和 LCCH3 重组 质粒 转 
ILA RIT Escherichia coli BL21, 挑 取 生 长 良好 
的 单 菌落 ， 扩 增 培养 至 Am 为 0.4~0.6, 加 入 
1 mmol/L IPTG 进行 诱导 表达 。 诱 导 8 h 后 ，Super 
Lysis Solution 裂解 收集 上 清和 沉淀 ,经 SDS-PAGE 
4r H BAR EIAS 
1.9 目的 蛋白 的 纯化 及 复 性 

取 大 量 诱导 后 的 细胞 , 于 4% 以 5 000 r/min 离 
心 20 min, 收集 细菌 悬浮 于 裂解 缓冲 液 中 。 超 声 裂 
解 , 反复 洗涤 包涵 体 沉 证， 离心, 初步 纯化 后 溶解 
在 8 mol/L 缓冲 液 中 ,加 到 Ni-NTA His . Bind 3E Ail 
柱 上 结合 , 逐步 洗 去 杂 和 蛋白 后 再 用 洗 脱 液 将 结合 在 
柱子 上 的 目的 蛋 日 洗 脱 下 来 (溶液 配置 及 步骤 均 按 
Qiagen 公司 产品 说 明 进 行 ) 。 

将 亲 和 纯 化 后 的 重组 蛋白 用 用 含有 6 mol/L 尿 
素 的 复 性 液 A(50 mmol/L Tris-HCl, 2 mmol/L 
EDTA, 1 mmol/L 还 原型 谷 胱 甘 肽 , 0.1 mmol/L A, 
TES CH AK, pH 7. 9) 稀释 到 100 ug/mL, RA 
截留 分 子 量 为 12 ~ 14 kD 的 透析 袋 中 , 分 别 在 100 


倍 体积 含有 2 mol/L 尿素 的 复 性 液 A、 复 性 液 B(50 
mmol/L Tris-HCl, 2 mmol/L EDTA, 2 mmol/L 还原 
RUA LH EK, 0.2 mmol/L S& (578 43 b HK, pH 
7.9), PBSCpH 7.4) 组 冲 液 中 于 4Y 透析 5 h, fH 
的 蛋白 复 性 。 取 出 透析 袋 中 和 蛋白质 液体 , 于 C 
12 000 r/min 离心 30 min, 上 清冷 冻 干燥 后 保存 。 
1.10 目的 蛋白 二 级 结构 的 测定 

以 CD J-815 圆 二 色光 谱 仪 LCCH3 重 日 的 二 级 
结构 。 将 纯化 的 LCCH3 样品 溶解 在 Tris-HCl. 2€ vb 
液 (pH 7.5) 中 , 和 集 日 样品 浓度 为 0.1 mg/mL, 测定 
温度 为 室温 , 测定 的 二 级 结构 的 含量 利用 仪器 自 带 
的 软件 进行 分 析 。 测 量 时 光源 系统 用 氧气 保护 , 具 
体 试验 条 件 如 下 : 光 径 为 1 mm; 结果 为 3 次 扫描 的 
平均 值 ; 扫描 速度 为 200 nm/min; 扫描 范围 为 250 ~ 
190 nm; 时 间 常 数 为 0.5 s; 4H HESS JJ 0.2 nm, 


2 结果 与 分 析 


2.1 ZERRA RNA 含量 及 纯度 的 测定 

我 们 采用 TRIzol 试剂 盒 提取 了 黑 腹 果 蝇 总 
RNA, 并 采用 DNase I 对 提取 后 的 总 RNA 样品 进行 
了 痕 量 DNA 的 去 除 , 纯化 后 的 总 RNA 用 1.0% FB 
醛 变性 电泳 检测 ， 从 电泳 结果 (图 1) 可 以 看 出 , 总 
RNA 28S 和 18S 带 均 很 清晰 、 完整 , 总 RNA 质量 能 
够 保证 进行 下 面 的 mRNA 差异 显示 和 cDNA 全 长 的 
获得 。 





图 1 黑 腹 果 蝇 总 RNA 样品 1.0% 甲 醛 变性 蒜 脂 糖 凝 胶 电 瀛 
Fig. 1 Total RNA extracted from Drosophila melanogaster on 
1.096 formaldehyde denaturing agarose gel 


2.2 PERIE GRD 5 LCCH 基因 的 PCR 扩 增 
和 目标 条 带 的 亚 克 隆 

以 提取 的 黑 腹 果 蝇 总 RNA 的 道 转录 产物 
cDNA 为 模板 , 采用 PCR 方法 对 黑 腹 果 晶 体内 的 
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GRD 与 LCCH3 亚 基 进行 了 PCR 扩 增 , 经 过 PCR 反 
应 , 产物 进行 1.0% 3 a PR EB ra v DU, 产物 分 
别 在 700 bp 处 (图 2: A) 和 500 bp 处 有 一 特异 目标 
产物 出 现 ( 图 2: B), 与 预期 结果 相符 , 故而 可 初步 
判断 该 产物 为 阳性 扩 增 产物 。 

将 PCR 扩 增 后 所 得 到 的 目标 条 带 进行 纯化 ， 
与 pGEM-T easy 载体 连接 , 热 激 转化 感受 态 细 胞 
TOP10 ,转化 后 涂 平板 , 经 X-gal 筛选 蓝 白 菌落 , A 
色 阔 落 初 步 鉴 定 为 阳性 克隆 。 随 机 挑 取 数 个 白斑 接 
AS mL 含 所 下 青霉素 的 LB 液体 培养 基 中 , 37C Je 
沪 过 夜 。 用 1 mL 元 液 提取 质粒 进行 EcoR 工 酶 切 鉴 
Æ, pGEM-T easy 载体 MCS 两 侧 各 有 一 个 EcoR I 
酶 切 位 点 , 故 重 组 质粒 用 EcoR I 单 酶 切 鉴定 ,如果 
酶 切 鉴定 与 PCR 扩 增 的 厂 段 大 小 一 致 ,可 初步 判 
斯 其 为 阳性 殉 隆 , 将 此 阳性 克隆 的 男 外 1 mL PR 
进行 测序 。 图 3(A) 中 ,3 和 6 号 泳 道 初步 判断 为 阳 
性 殉 隆 。 在 图 3(B) 中 , 7 号 泳 道 初步 判断 为 阳性 
LAC S 

人 








图 2 ARE GRD 基因 (A) 和 LCCH3 基因 (B) 
的 PCR 扩 增 结果 
Fig. 2 The PCR result of GRD subunit gene ( A) and LCCH3 
subunit gene (B) of Drosophila melanogaster 
M: 蛋白 分 子 量 标准 物 Protein molecular weight marker; 1; PCR 产物 
PCR product. 


A 


bp 






4500 
3000 — 
2000 
1000 

800 


500 
200 


bp 
4500 
3000 
2000 — 


1000 — 
800 


500 — 
200 





图 3 Hg GABA 受 体 LCCH3(A) f$ GRD( B) E[A 
重组 质粒 酶 切 鉴 定 图 谱 
Fig. 3 pGEM-T Easy/LCCH3 plasmid ( A) and pGEM-T 
Easy/ GRD plasmid (B) digested by EcoR I 


M: 和 蛋白 分 子 量 标准 物 Protein molecular weight marker; 1 -8: 重组 质 
粒 酶 切 产 物 Amplification products from recombinant plasmid. 


2.3 ÆRE Re GRD 5 LCCH 亚 基 DNA 片段 的 
序列 测定 和 分 析 

在 LCCH3 的 克隆 中 挑选 了 初步 鉴定 为 阳性 元 
FER 3、 在 GRD 的 克隆 中 挑选 了 阳性 克隆 7 进行 了 
序列 测定 , 测序 结果 用 DNAMAN 软件 翻译 成 氨基 
酸 , 结果 表明 LCCH 片段 长 501 bp, 编码 107 ^A 
ERIRE, 并 且 氨 基 酸 序列 中 含有 GABAR 的 特征 
序列 CMMD( 图 4) 。 通 过 使 用 BLAST 在 线 软件 , 对 
序列 进行 相似 性 分 析 , 发 现 与 GenBank 中 GENE ID 
为 32554 的 LCCH3 的 一 致 性 为 99% , 表明 我 们 已 
经 获得 了 黑 腹 采 蝇 LCCH3 的 基因 。 而 GRD 的 序列 
测定 表明 , 该 片段 长 725 bp， 与 黑 腹 采 蝇 D. 
melanogaster GRD 基因 ( GenBank 登录 号 : X78438. 
1) 的 序列 相似 性 为 100% ,表明 我 们 已 经 获得 了 黑 
ERIH GRD 基因 。 但 在 黑 腹 采 蜗 的 GRD 基因 中 ， 
发 现 有 225 bp 的 内 含 子 插入 , 所 以 为 了 将 该 基因 在 
大 上 肠 杆菌 中 进行 表达 , 需 将 该 内 含 子 除 挥 (图 5)。 

我 们 对 要 表达 的 GRD 亚 基 的 氨基 酸 序 列 和 
LCCH3 亚 基 的 氨基 酸 序列 进行 了 生物 学 特性 预测 ， 
从 图 6(a) GRD 序列 的 亲 水 性 图 谱 可 以 看 出 该 亚 基 
的 胞 内 区 域 并 不 十 分 玖 水 , 这 一 因素 并 不 是 制约 
GRD 基因 不 能 在 大 肠 杆 菌 中 表达 的 主要 因素 。 图 6 
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(b) 表 明 , LCCH3 序列 因为 含有 一 段 跨 膜 序列 , RK ERÉ, 易 发 生 粘连 、 聚 集 、 稳 定性 和 可 游 性 差 , 我 
性 较 弱 。 由 于 路 膜 区 的 下 水 性 氨基 酸 对 和 蛋 日 质 杂 水 ” 们 将 路 水 性 强 的 路 膜 区 缺失 ,只 表达 亲 水 的 胞 外 区 。 


1C M M D L H Y X P L D S QO N C T V E I E 

1 TGCATGATGGATCTGCACTACTATCCATTGGACTCGCAGAATTGCACTGTGGAAATTGAG 
21 S Y G Y T V S D V V M Y W K P T P V R G 

61 AGCTATGGATACACGGTCAGCGATGTGGTCATGTACTGGAAGCCAACGCCAGTGCGCGGA 

41V E D A E L P Q E T I I G Y E T N D R K 
121 GTGGAGGATGCGGAGCTGCCGCAGTTCACCATCATTGGGTATGAGACCAATGACCGAAAG 

61l E R L A T G V Y Q R L S L S E K L Q RN 
181 GAGCGGCTGGCCACTGGAGTCTATCAGCGCCTCTCGCTCTCATTCAAACTGCAACGGAAT 

Sl I G Y E V E Q T Y L P S I L I V M L S W 
241 ATCGGATACTTTGTATTCCAAACCTATCTGCCCAGCATTCTGATCGTAATGCTGTCGTGG 
101 V S FÒ W I N H E A T S A R V A L G I T T 
301 GTCTCGTTCTGGATTAACCACGAGGCGACGAGTGCCCGGGTTGCATTGGGCATCACCACG 
121 V L T M T T I S T G V R 8 S L P R I L Y 
361 GTGCTCACCATGACCACCATTAGCACGGGTGTTCGCAGCTCACTGCCGCGCATATTGTAT 
141 V K A I D I Y L V M C E V E V E A A L L 
421 GTGAAGGCGATCGACATTTATTTGGTCATGTGCTTCGTTTTCGTGTTCGCAGCCCTCTTG 
161. E Y A A V N Y 
481 GAATACGCTGCCGTTAACTAT 


图 4 黑 腹 果 蝇 GABA 受 体 LCCH3 亚 基 基因 的 核 苷 酸 序 列 及 推导 的 氨基 酸 序列 
Fig. 4 The cDNA and predicted amino acid sequences of LCCH3 subunit gene from GABA receptor of Drosophila melanogaster 


LG XY T T 3 D V I X RR W N X E XR. F FP VA I 
1 GGCTACACAACGTCGGATGTCATCTACCGTTGGAACAAAGAAAGACCACCCGTCGCCATT 


21 A E D M K L S Q E D L V D C P A G N L T 
61 GCCGAGGACATGAAGCTGTCCCAATTCGATTTGGTCGACTGTCCGGCTGGAAATTTAACG 
41D I V Y K A A A P R P Q R R P E N N K D 
121 GACATTGTTTACAAGGCGGCTGCTCCAAGACCACAACGTCGCCCATTCAACAACAAGGAT 
61 P P R P T S K V M T T E A G P A A EK N 0 
181 CCACCACGACCCACCAGCAAGGTAATGACCACTTTTGCCGGTCCCGCGGCAAAGAATCAG 
81, H V R G T G L K L D K G A E G T G R D A 
241 CATGTCCGCGGCACGGGACTCAAGCTGGACAAAGGAGCCTTCGGTACCGGACGGGATGCA 
LUI T G&G G S G S T TGL 8 G&G TI T LETN H 
301 ACTGGTGGCTCGGGGTCGACCACCGGTCTAAGTGGCACTATTACGCTGGAAACAAATCAT 
121 P C K Y E T P D E L * L N H K I S * P A 
361 CCGTGTAAGTATGAGACATTCGACGAATTGTAATTAAATCATAAAATATCATAACCTGCT 
141 I S S G V L H V D G K L P P A A S H G Q 
421 ATTTCCAGCGGAGTACTCCATGTTGATGGTAAACTTCCACCTGCAGCGTCACATGGGCAA 
161 L P D P G V R S L L P A G G P Q L G V L 
481 CTTCCTGATCCAGGTGTACGGTCCCTGCTGCCTGCTGGTGGTCCTCAGTTGGGTGTCCTT 
181 b A E P R G H C * S G S P R D H Y R A D 
541 CTGGCTGAACCGCGAGGCCACTGCTGATCGGGTTCCCCTCGGGATCACTACCGTGCTGAC 
201 D D L S E T G G S H G S A Q G V L S H G 
601 GATGACCTTTCTCGGACTGGAGGCTCGCACGGATCTGCCCAAGGTGTCCTATCCCACGGC 
221 P G L L E V P Lh V R L Y L C H N P A V C 
661 CCTGGACTTCTTCGTGTTCCTCTCGTTCGGCTTTATCTTTGCCACAATCCTGCAGTTTGC 
241 R 
721 CGT 


图 5 黑 腹 果 蝇 GABA 受 体 CRD 亚 基 基 因 的 核 苷 酸 序 列 及 推导 的 氨基 酸 序 列 


Fig. 5 The nucleotides and deduced amino acid sequences of GRD subunit gene from GABA receptor of Drosophila melanogaster 
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亲 水 性 Hydrophilicity 





1 50 99 148 196 


氨基 酸 数 Number of amino acids 


亲 水 性 Hydrophilicity 


55 


B 





1 42 84 126 167 
氨基 酸 数 Number of amino acids 


图 6 ” 黑 腹 果 蝇 GABA 受 体 GRD 亚 基 (A) 和 LCCH3 亚 基 (B) 的 亲 水 性 分 析 
Fig. 6 The hydrophilic analysis of CRD subunit ( A) and LCCH3 subunit ( B) from GABA receptor of Drosophila melanogaster 


2.4 ARR GRD 亚 基 和 LCCH 亚 基 的 表达 、 
纯化 

阳性 重组 子 在 大 肠 杆 亢 中 经 IPTG RFRA, 
发 现 含 重组 表达 载体 pET-32a-LCCH3. 的 表达 菌株 
RABI SEI CE T), 实验 结果 显示 , TES h 内 
Hb S E15 BE A ENE TR] ELE TS TE SAUL, V RH GA 
载体 pET-32a-GRD 的 表达 菌株 未 表达 出 外 源 和 蛋白 。 
纯化 后 的 LCCH3 亚 基 与 重 日 分 子 量 标准 物 比 较 ， 
表达 产物 大 小 在 40 kD 以 上 , 与 预期 的 大 小 一 致 ， 
日 在 该 表达 系统 中 得 到 高 表达 (图 8)。 
2.5 REFRE LCCH3 亚 基 的 二 级 结构 测定 

H E (circular dichroism, CD) 是 一 个 很 重 
要 的 技术 , 可 以 用 来 评价 重 日 质 二 级 结构 的 含量 和 
考证 和 蛋 日 质 的 质量 。LCCH3 的 远 紫 外 CD 谱 在 194 
nm 最 高 并 在 217 nm 处 最 低 , RHEE p 结构 和 相 
对 宽 的 o 链 的 组 分 。Qa- 螺 旋 、B- 折 至、B- 转 角 和 无 
规 卷曲 的 含量 分 别 是 10. 6% , 43. 196 , 20. 496 和 
2696 (图 9)。 








20.0 一 一 


图 7 LCCH3 在 IPTG 诱导 前 后 的 SDS-PAGE 图 谱 
Fig. 7 SDS-PAGE analysis of LCCH3 before and 
after IPTG induction 
M: 和 蛋白 分 子 量 标 准 物 Protein molecular weight marker; 2 -3: 诱导 前 
HERE E] Proteins before IPTG iuduction; 1, 4, 5; 分 别 为 IPTG 诱 
导 8,4 和 6 h 的 蛋白 产物 Products at 8, 4 and 6 h after IPTG 


induction, respectively. 


97.4 


66.2 





图 8 重组 蛋白 经 Ni-NTA 琼脂 糖 树脂 纯化 后 
By SDS-PAGE 分 析 
Fig. 8 SDS-PAGE analysis of recombinant protein after 
purification by Ni-NTA agarose resin 
M: 和 蛋白 分 子 量 标准 物 Protein molecular weight marker; 1 -4: 分 别 为 
100, 300, 400 和 500 mmol/L 咪唑 缓冲 液 洗 脱 的 重 白 Proteins eluted 
by 100, 300, 400 and 500 mmol/L imidazole buffer, respectively. 


[0]X 10? (deg cm?/dmol) 





190 200 210 220 230 240 
波长 Wavelength (nm) 


图 9 LCCH3 的 圆 二 色谱 图 
Fig. 9 Circular dichroism spectra of LCCH3 subunit 


3 讨论 


3.1 研究 GABAR 亚 基 的 重要 性 
ÆR GABAR 的 3 个 亚 基 中 , 目前 已 证 实 RDL 
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为 杀 虫 剂 的 重要 作用 靶 标 (Ffrench-Constant et al., 
1991) 。LCCH3 亚 基 和 GRD 亚 基 的 研究 多 是 建立 
在 共 表 达 的 基础 上 。Zhang 等 (1995 ) 将 RDL 和 
LCCH3 体外 共 表 达 , 结果 发 现 LCCH3 改变 了 RDL 
受 体 的 药理 学 特性 。 但 对 于 RDL 亚 基 来 说 ， 
LCCH3 亚 基 并 不 作为 B 亚 基 , 因为 这 两 个 亚 基 有 显 
示 出 不 同 的 空间 模式 (Hosie et al., 1997) 。LCCH3 
亚 基 和 GRD 亚 基 共 表达 时 , 形成 门 控 型 阴离子 通 
id, 显示 了 GABA 调节 兴奋 性 的 作用 (Gisselmann et 
al., 2004) 。 但 这 些 通道 不 像 RDL, 它们 对 狄 氏 剂 
和 安定 都 不 敏感 。 由 此 可 知 , 研究 GABAR 中 的 亚 
基 对 于 揭示 受 体 蛋白 对 药物 的 选择 性 具有 重要 
意义 。 
3.2 FARE LCCH 亚 基 和 GRD 亚 基 的 克隆 与 
表达 

为 了 人 研究 昆虫 GABAR 的 结构 组 成 , 本 人 研究 针 
对 黑 腹 有 雪 蝇 的 GRD 基因 和 LCCH3 基因 进行 了 引物 
的 设计 ,同时 将 这 两 个 基因 进行 了 扩 增 和 表达 。 殉 
隆 黑 腹 果 蝇 的 GRD 基因 时 ,首先 也 是 选择 以 黑 腹 
果 蝇 整体 组 织 的 cDNA 为 模板 , 根据 已 报道 的 GRD 
的 序列 设计 了 上 下 游 引 物 进 行 RT-PCR 扩 增 。 但 有 
趣 的 是 , 在 GRD 基因 的 胞 外 区 与 第 一 跨 膜 区 之 间 
含 225 bp 的 一 段 内 含 子 , 这 与 Harvey 等 报道 相 一 
致 (Harvey et al., 1994)。 分 析 发 现 , 此 内 含 子 可 能 
为 外 显 子 的 延伸 ,有 旦 这 上段 内 含 子 相当 于 痊 椎 动物 
GABAA 受 体 和 甘氨酸 受 体 基 因 的 外 显 子 6。 要 对 
该 基因 进行 表达 研究 ,必须 将 该 片段 中 的 内 含 子 进 
行 消 除 。 本 实验 选择 反 回 PCR. 的 方法 来 消除 该 厂 
段 中 的 内 合子 , 然后 再 对 其 进行 表达 。 

表达 LCCH3 和 CRD 基因 时 , 本 研究 选择 了 原 
核 表 达 载 体 pET-32a 在 大 肠 杆菌 中 表达 。 开 始 成 功 
构建 了 LCCH3 (从 胞 外 到 路 膜 区 ) GRD 与 pET- 
32a 的 融合 基因 , 将 这 两 基因 在 大 肠 杆菌 中 表达 。 
但 是 , 实验 中 两 个 基因 都 不 能 诱导 表达 。 随 后 对 要 
表达 的 GRD 亚 基 和 LCCH3 亚 基 的 氨基 酸 序 列 进行 
了 生物 学 特性 预测 , 发 现 LCCH3 可 能 是 由 于 跨 膜 
区 太 下 水 而 导致 基因 不 能 表达 。 所 以 第 2 次 实验 时 
de LCCH3 的 览 膜 区 , 先 表 达 胞 外 区 , 结果 获得 了 
高 效 表 达 。 但 对 于 CRD 基因 , 该 亚 基 的 胞 内 区 域 
JP FARK, 说 明 这 一 因素 并 不 是 制约 GRD 基 
因 在 大 肠 杆菌 中 表达 的 主要 因素 。 接 着 通过 改变 菌 
液 的 A 值 , 延长 培养 时 间 , 改变 PTG 的 浓度 , 更 
换 表 达 载 体 等 方法 ，GRD 基因 均 没 有 获得 诱导 表 
达 。 影 响 外 源 基 因 在 大 肠 杆 菌 中 表达 的 因素 很 多 ， 


主要 包括 载体 (启动 子 ) 和 宿主 菌 的 选择 , 密码 子 的 
选用 , mRNA 的 稳定 性 , 培养 条 件 的 控制 等 (Xie， 
1991)。 因 此 ,GRD 亚 基 的 体外 表达 还 有 待 进一步 
深入 研究 。 
3.3 ”表达 和 绰 白 的 处 理 与 分 析 

为 了 对 表达 的 和 蛋 日 产物 进行 结构 研究 ,必须 将 
表达 的 LCCH3 蛋白 进行 纯化 ,而 大 肠 杆菌 的 表达 
产物 经 常 以 包涵 体 的 形式 出 现 , 本 研究 中 的 表达 产 
物 也 是 以 包涵 体 的 形式 出 现 。 我 们 采用 Super Lysis 
Solution 和 超声 法 破碎 细胞 , 在 变性 条 件 下 通过 镍 
敖 合 层 析 纯化 带 有 His-tag WEHA, 然后 再 将 
变性 的 和 蛋 日 质 稀释 复 性 。 最 后 利用 圆 二 色谱 法 测定 
了 表达 的 LCCH3 重 日 的 二 级 结构 ,表明 它 定 合 B 
结构 。 结 果 与 文献 报道 的 GABA Fik al, B2 ^l y2 
亚 基 主要 含 p 结构 相 一 致 (Shi et al., 2002, 2003). 
本 研究 成 功 表达 的 重 日 是 胞 外 区 , 没有 实现 跨 膜 区 
基因 的 表达 。 跨 膜 区 对 于 膜 和 蛋白 的 研究 也 具有 重要 
AX, URB. ethynylbicycloorthobenzoate ( EBOB ) 、 
t-butylbicyclophosphorothionate ( TBPS ) 和 3, 3-bis 
( trifluoromethyl ) bicyclo ( 2. 2. 1) heptane-2, 2- 
dicarbonitrile( BIDN) 等 多 种 药物 在 CABA FAR ETE 
用 的 位 点 均 在 跨 膜 区 内 (Gant et al., 1998) 。 因 此 ， 
跨 膜 区 的 表达 也 将 后 续 工 作 研 究 的 重点 。 

综 上 所 述 , 本 人 研究 采用 RT-PCR 33783 28 T m 
BR GABA 受 体 LCCH3 亚 基 和 CRD 亚 基 的 
cDNA 序列 , 并 将 它们 克隆 至 表达 载体 上 , 测序 结 
果 表 明 获 得 的 序列 与 基因 库 中 已 发 表 的 序列 一 致 性 
在 99% 以上。 阳性 重组 子 在 大 肠 杆 阔 中 经 PTG 35 
导 表 达 , 结果 发 现 LCCH3 基因 成 功 表 达 , 而 GRD 
基因 未 表达 。 通 过 包涵 体 洗 涤 、 变 性 、Ni… 亲 合 层 
析 纯 化 、 稀释 复 性 等 技术 获得 了 LCCH3 亚 基 , 并 用 
CD 测定 了 目标 和 蛋白 的 二 级 结构 ,发 现 主 要 富 含 B 
结构 。 下 一 步 我 们 将 继续 探究 CRD 亚 基 与 LCCH3 
亚 基 跨 腊 区 的 表达 条 件 及 并 制备 二 者 的 晶体 , 测定 
其 空间 结构 , 研究 GABAR 亚 基 结 构 与 功能 的 关系 。 
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